V' 



@ BUNDESREPUBLIK @ Offenlegungsschrift 

®DE 19802905 A1 



DEUTSCHLAND 




(g) IntCI.^ 

C 12 P 19/34 

G 01 N 27/62 
C 12 Q 1/68 



DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 198 02905.5 

@ Anmeldetag: 27. 1.98 

® Offenlegungstag: 29. 7.99 



o 

0) 
CM 

o 

CO 
0) 

Ul 



@ Anmelder: 

Bruker Daltonik GmbH, 28358 Bremen, DE 



@ Erfinder: 

Erfinder wird spater genannt warden 

(§) Entgegenhaltungen: 

US 55 67 583 
WO 97 33 000 A1 
WO 96 40 972 A1 



o 

0) 
CM 

o 

00 
0> 



Die folgendan Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag genn. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur bevorzugten Herstellung nur eines Stranges selektierten Gennnaterials fur 
massenspektronnetrische Messungen 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufbereitung 
und selektiven, enzymatischen Vervielfattigung von Gen- 
material, beispielsweise von Desoxy-Rlbo-Nukleinsaure 
(DNA) aus Bio mate rial durch PGR (polymerase chain reac- 
tion), fur die massenspektrometrische Analyse zur Fest- 
stellung bestimmtergenetischer Merkmale im Biomateri- 
al, vorzugsweise in Flugzeitmassenspektrometern (TOF) 
mit matrixunterstutzter Laser-Desorption und -lonisie- 
rung (MALDI). 

Die Erfindung besteht darin, nur einen Strang eines Ab- 
schnttts des doppelstrangigen Genmaterials in einem en- 
zymatischen Verfahren bevorzugt zu vervielfaltigen, in- 
dem in herkommlicher Art mit einem Erst-Primerpaar ge- 
nugend viele Zyklen mtt exponentieller Vervlelfaltigung 
I beider Strange durchlaufen vverden, wonach durch Zug- 
abe eines einzigen Zweit-Primers in hohem OberschulS in 
weiteren Zyklen im wesentlichen eine Hneare Vervielfalti- 
gung des durch den Zweit-Primer ausgewahlten Einzel- 
strangs vorgenommen wird. Der Zweit-Primer kann, muS 
aber nicht mit einem der Erst-Primer identisch seln. Die 
Erst-Primer konnen dabei durch weitere Zugaben blok- 
kiert werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufbereilung und 
selektiven, enzymatischen Vervielfaliigung von Genmate- 
rial, beispielsweise von Desoxy-Ribo-Nukleinsaure (DNA) 5 
aus Biomaterial durch PGR (polymerase chain reaction), fUr 
die massenspekiromeirische Analyse zur Feststellung be- 
stimniter genetischer Merkmale im Biomaterial, vorzugs- 
weise in Flugzeitmassenspektiomeiem (TOF) mit matrixun- 
terstutzter Laser-Desorption und -lonisierung (MALDI). lO 

Die Erfindung besteht darin, nur einen Strang eines Ab- 
schnitts des doppelslrangigen Genmaterials in einem enzy- 
matischen Verfahren bevorzugt zu vervielfdltigen, indem in 
herkommlicher Art rhit einem Erst-Primeipaar geniigend 
viele Zykien mit exponentieller Vervielfaltigung beider 15 
Strange durchlaufen werden, wonach durch Zugabe eines 
einzigen Zweii-Primers in hohem UberschuB in weiteren 
Zykien im wesentlichen cine lineare Vervielfaltigung des 
dorch den Zweit-Primer ausgewahlten Einzelstrangs vorge- 
nonunen wird. Der Zweit-Primer kann, mu6 aber nicht mit 20 
einem der Erst-Primer identisch sein. Die Erst-Primer kon- 
nen dabei durch weitere Zugaben blockiert werden. 

Stand der Technik 

25 

Das "genetische Fingerabdruckverfahren" ("DNA finger- 
printing" Oder "DNA typing") revolutioniert zur Zeit die in- 
dividuelle Identifizierung und die Charakterisierung der 
Erbanlagen (einschlieBlich der Anlagen zu Krankheiten) 
von Menschen, Tieren und Pflanzen. Es beruht letztendlich 30 
auf der Molekulargewichtsbesdmmung selektiv vervielfal- 
tigter, hochvariabler DNA-Segmente ("hypervariable DNA 
regions", "polymorphic DNA segments"), beispielsweise 
sogenannter Mikrosatelliten (oder auch STR genannt = short 
tandem repeats), die aus einer variierenden Zahl von Wie- 35 
derholungen einer kleinen Sequenz von zwei bis ftinf Nu- 
kleotiden bestehen, aber auch andererpolymorpher Formen, 
wie zum Beispiel die der 2-alleligen Polymorphismen, die 
auf Punktmutationen beruhen. Die Messung der Molekular- 
gewichte geschieht zur Zeit noch durch das langsame und 40 
nicht voll automatisierbare Verfahren der Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese (abgekiirzt PAGE). Alle diese Arten der 
Genotypisierung konnen aber wesentlich besser und ge- 
nauer durch massenspektrometrische Messungen der Mole- 
kulargewichte angegangen werden, wobei fur die letztere 45 
Art der Polymorphismen besondere Arten der Probenvorbe- 
reitung (beispielsweise mit einem mutationsabhangigen 
Zerschneiden der DNA oder mit einer sogenannten Primer- 
Extention unter Weglassen einer der vier Triphosphatnu- 
kleotide in der PGR-Reakdonslosung) erforderlich sind. 50 

Die Medizin kennt heute weit iiber 6000 monogene 
Krankheiten, die auf solche mutierten Veranderungen ein- 
zeberGene zuriickzufiihren sind, die noch weiter verbreite- 
ten polygenen Krankheiten sind noch weitgehend uner- 
forscht. Es steht zu erwarten, da6 wir in fiinf Jahren alle 55 
Gene kennen, in zehn Jahren alle Mutationen. Es sind heute 
fiir den Menschen bereits etwa 10000 Mikrosatelliten be- 
kannt, es ist zu erwarten, daB es mehr als zehnmal so viele 
gibt. 

Die DNA besteht bekanntlich aus zwei komplementaren 60 
Ketten von vier sich abwechselnden Nukleotiden, deren 
Reihenfolge den genetischen Code bilden. Die Nukleotide 
bestehen jeweils aus einem Zucker (Ribose), einer Pbos- 
phorsSuregruppe und einer Base. Je zwei Basen sind zuein- 
ander komplementar. Zucker und Phosphorsaure bilden die 65 
fortlaufende Kette der DNA (oder das sogenannte Riick- 
grat), die vier charatcteristischen Basen sind jeweils seidi- 
che Abzweigungen; sie sind n-glycosidisch an der Zucker- 
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gruppe befesiigt. Die beiden komplementaren Ketten der 
DNA sind in Form einer Doppelhelix angeordnet, wobei je- 
weils zwei komplementare Nukleotide iiber zwei oder drei 
Wasserstoffbriicken zwischen deh Basen miteinander ver- 
bunden sind. 

Grundlage des Fingerprint-Analysen verfahren ist die se- 
lektiv arbeilende PGR ("polymerase chain reaction"), eine 
einfache Vervielfaltigungsmethode fiir gezielt aussuchbare 
DNA-Stiicke im Reagenzglas. die erst 1983 von K. B. Mul- 
lis (dafUr Nobelpreis 1993) entwickelt wurde und nach der 
Einfuhrung temperaturstabiler Poiymerasen einen beispiel- 
losen Siegeszug durch die genetischen Laboratorien ange- 
treten hat 

Ahnliche enzymadsche Amplifikations verfahren (in-vi- 
Ux>-Transkripdon) gibt es heute auch fiir die RNA (Ribo-Nu- 
kleins^ure). 

Die heute durch diese Verfahren ausfiihrbar gewordenen 
gelelektrophoretischen Analysen geringster Anfangsmen- 
gen von DNA werden in sogenannten Sequenzern auf Basis 
des oben erwahnten PAGE-Verfahrens durchgefuhrt. Dieser 
Art von Analyse wird jedoch von Fachleuten keine Zukunft 
vorhergesagt, da sie sich durch haufig auftretende, verschie- 
denartige Artefakte einer oft versuchten Automatisierung 
immer wieder entzieht und daher sehr personalaufwendig 
ist AuBerdem ist sie langsam und durch einen relativ hohen 
Verbrauch an Reagenzien auch recht teuer. Dieses Verfahren 
war eine Roniermethode, erweist sich aber zunehmend als 
EngpaB fiir die weitere Verbreiterung der Methode. 

Ein vielversprechendes Verfahren ist die Kapiliarelektro- 
phorese mit einer Vielzahl von Kapiliaren, das gerade in ei- 
ner ersten kommerziellen Version auf den Markl konunt. 
Bislang waren solche Gerate mit nur einer einzigen Kapil- 
lare erhaltiich. 

Es ist zu erwarten, daS massenspektrometrische Messun- 
gen des Molekulargewichts mit weit hoheren Geschwindig- 
keiten und hoherer Zuverlassigkeit moglich sein werden als 
die Bestinunung der MobilitSt mit der Gelektrophorese oder 
Kapillarelektrophorese. Der gegenwartig rasche Fortschritt 
in der MALDI-Technik fiihrt zu hohem Automatisierungs- 
grad der Probenionisierung und zu kurzen Analysenzeiten 
pro Probe. Es werden damil Molekulargewichtsbesdmmun- 
gen auch sehr groBer Analytmolekiile in Mengen von eini- 
gen hundert Attomol in MeBdauem von wenigen Sekunden 
moglich. Auf einem ProbenU-ager konnen viele Tkusende 
vonProben untergebracht werden. Die Automatisierung und 
die hohe Dichte an Proben erofifnen mit der massenspektro- 
metrischen Analyse die Moglichkeit zu einer massiv-paral- 
lelen Verarbeitung von einigen zehntausend Proben pro Tag. 

MALDI (matrixunterstOtzte Laserdesorption und lonisie- 
rung) ist ein lonisationsverfahren fiir groBmolekulare Ana- 
lytsubstanzen auf Oberflachen. Die Analytsubstanzen wer- 
den zusanunen mit geeigneten Mauixsubstanzen eines rela- 
tiv zu den Analytmolekiilen kleinen Molekulargewichts in 
Losung auf eine Oberflache gebracht, dort eingetrocknet 
und mit einem Laserpuls von wenigen Nanosekunden Dauer 
bestrahlt Es verdampft eine geringe Menge an Matrixsub- 
stanz, einige Molekiile davon als lonen. Die in der Matrix 
sehr verdiinnte Analytsubstanz, deren Molekiile in der Ver- 
dunnung vereinzelt sind, wird dabei mit verdampft, auch 
wenn ihr Dampfdruck normalerweise fiir eine Verdampfung 
nicht ausreicht Die relativ kleinen lonen der Mauixsub- 
stanz reagieren mit den groBen Molekiilen der Analytsub- 
stanz mit der Folge, daB die Analytsubstanzmolekiile durch 
Protoneniibergang als lonen zuruckbleiben. Doppelstran- 
gige DNA (dsDNA) wird dabei in der sauren Matrix zu ein- 
strangiger DNA (ssDNA) reduziert, 

Massenspekurometer mit MALDI- oder ESI-Techhik (ESI 
= Elektrospriih-Ionisierung) werden bereits fur die Sequen- 
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zieiuDg dex DNA nach dem Sanger-Schema unter Benut- 
zung von PCR-Verfaliren eingesetzt, siehe dazu PCT/US 
94/00193. 

EincD Oberblick uber den Stand massenspcktrometri- 
schcr DNA- Analysen gibt der Artikel "Analysis of Polyme- S 
rase Chain Reaction-Amplified DNA Products by Mass 
Spectrometry Using Matrix-Assisted Laser Desoiption and 
Electrospray: Current Status" by M, J, Doktycz et al., Ana- 
lytical Biochemistry 230, 205-214 (1995). 

FCR ist die gezielte Vervielfaltigung eines genau ausge- to 
suchtcn Stuckes der zwdstrangigcn DNA. Die Auswahl des 
DNA-Segments eif olgt durch ein Paar von sogenannten Pri- 
mem, zweier ssDNA-Stucke mit je etwa 20 Basen Lange, 
die (etwas verktirzt und vereinfachi beschrieben) an beiden 
Seiten (den zukiinftigen Enden) des ausgesuchten DNA- 15 
Stuckes hybiidisiereru Die Vervielfaltigung erfolgt durch 
ein Enzym naraens Polymerase, das eine cheinische Fabrik 
in einem Molekul darstelll, in einem einfachCT Ibmperatur- 
zyklus. Die PCR-Reaktion ISuft in w^riger Ldsung ab, in 
der wenige Molekiile der Ausgangs-DNA und geniigende ^ 
Mengen an Polymerase, Primem, Nukleinsauren und Siabi- 
lisatoicn vorhanden sind. In jcdcm Tbmperarurzyklus (bci- 
spielsweise Aufschmelzen der Doppelheiix bei 92°C, Hy- 
bridisieren der Primer bei SS^Q Wiedervervollstandigung 
zu einer Doppelheiix durch Anbau neuer DNA-(jlieder 25 
durch die Polymerase bei 72^C) wird das ausgewahlte 
DNA-Segment im Prinzip verdoppelt. In 30 Zyklen werden 
also aus einem einzigen Doppelsdrang der DNA als Aus- 
gangsmaterial rund eine Milliarde DNA-Segmente erzeugi 
(In sD:enger Beschreibung hybiidisicren die bclden Primer 30 
aui'den beiden verschiedenen Einzelstdiogen der DNA und 
die Verktirzung auf das ausgewahlte DNA-Segment von ei- 
nem Primer zum anderen tritt erst statistisch bei weiterem 
Vervielfachen auf). 

Die Polymerase kann unter optimalen Bedingungen etwa 35 
500 bis 1000 Basen pro Sekuiwle an den Primer anbauen. 
Bei geniigendem iJberschuB an Primem, Polymerase und 
Substraten h^ngt die Zykiuszeit praktisch nur von der Auf- 
heiz- und Abkdhlgeschwindigkeit ab, die wiederum vom 
Fliissigkcitvolumen, Gci^Bvolumen, Wamieleitfahigkeit 40 
u. a. abhangt. Auf jeder Tfemperaturslufe sind im Prinzip nur 
wenige Sekundeo vonnolen. 

Die Primer werden Teil der vervidfaltigten DNA-Seg- 
mcnte, sie verbrauchen sicb auf diese Weisc wahrend der 
PCR- Vervielfaltigung. Andererseits ist das von Vorteil: an 45 
den kiinstlich hergestellten Primern lassen sich beispiels- 
weise chemische Gruppen anbauen, die fiir die spatere De- 
tektion benutzt werden konnen (wic etwa fluoresziercndc 
Oder besonders gut ionisierende Gruppen). 

Dutch die Zugabe nur eines Primerpaares lassen sicb uni- so 
forme DNA-Segmente vervielfachen. Werden andererseits 
gleichzeitig mehrere verschiedenartige Primeipaare zugege- 
ben, so werden auch gleichzeitig mehrere uniforme DNA- 
Segtnenie vervielfdltigt (•'multiplexed PGR"). Diese Art der 
Multiplex-PC3R wird haufig angewandt und hat oft beson- 55 
dere Voiteile. Fiir das sogenannte "Fingeiprinting" zurlden- 
lifizierung von Individuen durch DNA-Segmenle variabler 
LSngc (Metboden der "VNTR = Variable Number of Ibn- 
dem Repeats" oder "AMP-FTJ*.. = Amplified Fragment 
Length Polymorphism") macht es die Analysen schneller. 60 
Dabei kann durcb die Wahl der Primer, deren Absland das 
mittlere Molekulargewicht der DNA-Segmente bestimmt, 
enreicht ^^-erden, daB die Variationen der Molekulargewichte 
der durch die verschiedenen Primerpaare gebildelen DNA- 
Segmente sich nicht oder nur seiten uberlappen. Diese Art 65 
der Multiplex-PCR bedingt einen Analysator, der zur 
gleichzeitigen Messung eines groBen Bereichs der Moleku- 
largewichte tahig ist. 
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Besondere Nbrteile hat das Verfahren beispielsweise zur 
Identifi2ierung von infektidsen Lebewesen, da gleichzeitig 
bis zu 20 Bakteriensorten (oder ^en, Hefen, Pilze) mit ei- 
ner einzigen PCR-VerviclJRiltigung nachgewiesen werden 
koimen. 

Die Massenspektrometrie als MeBmethode lilr die GrdSe 
der vervidfMtigien DNA-Segmente hat bctr&:btliche V}r- 
tcile: es wird nicht die lonenmobiHtat in FlUssigkeit odi^ po- 
lymerisiertem Gel gemessen, sorxlem direkt die Masse der 
lonen. Die lonermiobilitat hSngt in kritischer Weise von 
Formfaktoren ab und es kann dahcr vorkommcn, daB die 
(manchmal zufallig angenommene) Faltungsstruktur der 
Molekiile eine Ver^chung der Messungen ergibl. Aber 
auch der (manchmal zufallig abweichende) Polymerisie- 
cungsgrad des Gels beeinflufit die Wanderungsgescbwindig- 
keii der DNA-Segmente, so daB es hSulig zu Art^akten 
koinmt. 

Mit diesen Arten von Ariefakten isl in der Massenspek- 
trometrie nichi zu lechnen. Die Massenspektrometrie bietet 
dariiberhinaus prinzipiell eine habere Genauigkeit der Mas- 
senbestimmung. Aber auch die massenspektrometrische 
Messung der Massen der DNA-Segmcnrc unteriicgt Ein- 
schiankungen. Die Messung der DNA allgemein und insbe- 
sondere die Genauigkeit der Massenbestunmung ist beson- 
ders durch drei Effckte beeinfluBt: (1) Adduktbildung durch 
ubiquitSic Na- oder K-Ionen, die sicb in zufalligen Mengen 
an die DNA-Segmente anlagem, (2) die Bildung von Dop- 
pelpeaks durch verschiedene Massen der beiden DNA-Ein- 
zelstr^ge und (3) die Fragmenticrung der zu messenden 
ssDNA-Scgmente w§hrend des MALDI-Prozesses, mcist 
durch Abspalten der Basen wiihrend der lonisierung. AUe 
drei Effekte fiihren zu einer Veischniierung der Peaks: Ad- 
duktbildung zu hoheren Massen hin, Fragmentierung zu 
niedrigeren Massen, und die Doppelpeakbildung zu einer 
oft nicht mehr als Doppelpeak erkennbaren Verbreiteiung. 
Im hohenMassenbereich wirken diese Effekte so, daB nicht 
mehr auf ein Nukleotid genau gemessen werden kann. Die 
massenspektromeuische DNA-Analyse ist daher heute auf 
Langen der DNA von etwa 40 bis 60 Basen beschrankt, 
wenn nichl besondere MaBnahmen zur Vcrbesscrung der 
Messungen eigriffen werden. 

Fiir die Massenspektrometrie ist es aber auch aus Griin- 
den der Massenbestimmungsgcnauigkeit wcsentlich, mil 
mogiichst gcringcn Molckulargcwichten zu arbciten, also 
moglichst nur mit Einzelstrangen der DNA. Beim MALDI- 
Verfahren werden glucklicherweise autoraatisch nurEinzel- 
strange gemessen: entweder werden durch das Zugeben der 
in der Regel sehr saure MaUrixlSsung die verbliebenen 
DNA-Doppeistrange (oder durch Anlagerung von Primern 
entstandenen Teil-Doppelsliange) praktisch vollstandig ge- 
trennt, oder die TVennung erfolgt im MALDI-PcozeS selbsl 
Dadurch aber gibt es das erwahnte Problem der Doppelpe- 
aks 

Im PCn'-Paient PCT/GB 96/00476 (WO 96/27681) ist 
eine Methods beschrieben, wie man DNA-Analoge herstel- 
len kann, die fur den MALDI-ProzeB wesentlich besscr ge- 
eignet sind. Es lassen sich iur die MALDI-Massenspektro- 
mctrie in die Primer elekuisch geladcne Gruppen cinbauen, 
die den MALDJ-ProzeB der lonisienmg so unterstutzen, daB 
eine sehr hohe lonen ausbeute und damit eine hobe Empfind- 
lichkeiterreicht wird. Anderseits lassen sich die negativen 
Gruppen desDNA-ROckgrats neudralisieren, was sowohl fur 
eine bcssere Stabilitat sorgt, als auch besonders die Addukt- 
bildung unteidiuckl. 

Diese Methode laBt sich besonders gut und fehlerfrei nur 
ausfiihren, wenn eine Zweischritt-PCR angewandt wird, 
wobei nach anfanglich herkommlicher PGR-Vfervieifalti- 
gung ein Schritt folgt, in dem modiiizierte Primer und modi- 
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fizierte Substrate (Triphosphatnukieotide) eingesetzl wer- 
den. Dabei wird gleichzeiiig auch die Selektion eines einzi- 
gen DNA-Stranges vorgenommen. Das erforderl aber zwi- 
schen den beiden Schritten eine zwischenzeitliche Bindung 
der DNA an eine OberflSche, urn die PCR-Reaktionslosung 5 
auswaschen und durch eine neue ersetzen zu konnen. Diese 
Methode liefert dabei automatiscb nur einen der beiden 
StrSnge der DNA; sie erfordert aber einen besonderen Auf- 
wand, und laBt sich zudem nicht einfach in herkommlichen 
Pipettierrobotem automatisieren. lO 

Andererseits gibt es alternative Methoden zur Unterdriik- 
kung der Adduktbildung durch besondere Methoden der au- 
tomatischen Aufreinigung der vervielfaldgten Produkte 
(beispielsweise automatisierte Reinigung von alien Salzen 
in Pipettenspitzen von Pipettierrobotem), und besondere 15 
Praparationsmethoden der MALDI-Tragerplatien zur Unler- 
driickung der Adduktbildung. 

Fiir die Stabilisierung der ssDNA gegen Verlust der Ba- 
sen sind auch bereits MaBnahmen bekannt, wie beispiels- 
weise die Verwendung von Deaza-Nukleotidtriphosphaten. 20 

Damit bleibt haufig die Bildung der Doppelpeaks durch 
die beiden Strange der DNA das storendste Element der 
massenspektrometrischen DNA-Analyse in bezug auf eine 
prazise Massenbestimmung. Die Nukleotide der DNA besit- 
zen unterschiedliche Massen, die Massendififerenzen zwi- 25 
schen den vier Nukleodden betragen jeweils 9 bis 20 atoma- 
ren Masseneinheiten. Die sladstische Verteilung der vier 
Nukleotide auf die beiden Einzelstrange bewirkt, daB die 
beiden Einzelstrange in allerRegel unterschiedliche Massen 
aufweisen. Nur in extrem seltenen Fallen sind beide Einzel- 30 
strange genau gleich schwer. 

FUr die massenspektrometrische Analyse ist es daher hin- 
derlich, daB bei der DNA-Vervielfaltigung durch die PCR 
immer beide Einzelstrange der DNA im gleichen MaBe er- 
zeugt warden. Es entsteht im Massenspektrum prakdsch im- 35 
mer ein Doppelpeak, dessen Abstand zwischen beiden Pe- 
aks von Analysenaufgabe zu Analysenaufgabe schwankt 
Wegen der zusatzlichen Verbreiterung beider Peaks durch 
die Isotopenverteilung ergibt sich ein Massenspektrum, das 
nicht sehr bequem auszuwerten ist. Es ist daher bei der Ver- 40 
wendung der Massenspektrometrie ein wiinschenswertes 
Ziel, DNA-Analysen mit nur einem der beiden Einzel- 
strange ausfiihren zu konnen. Eine dieser Moglichkeiten ist 
in der bereits oben erwahnten Patentschrift WO 96/27681 
angegeben, nachteilig ist dabei jedoch - wie ebenfalls er- 45 
wahnt - der Zwang zur intermediaren Befesdgung der 
DNA-Segmente an einer Oberflache, die den Arbeitseigen- 
schaften der Pipettierroboter, die systeminharent nur mit 
Riissigkeiten arbeiten, entgegensteht 

In der Biochemie und der Molekulargenedk haben sich 50 
fiir die parailele (synchrone) Verarbeitung vieler Proben so- 
genannte Mikrotiterplatten durchgesetzt. Es gibt bereits 
heute kommerziell erhaltliche Probenvorbereitungssysteme 
(Pipeitierroboter), die mit Mikrotiterplatten arbeiten. Diese 
endiielten urspriinglich auf einer nutzbaren Rache von 72 55 
mal 108 Millimeter 96 kleine ReaktionsgefaBe in einem 9- 
mm- Raster. Heute haben sich Platten der gleichen GroBe mit 
384 fest im KunststofF eingelassenen ReaktionsgefaBen im 
4,5- nun-Raster durchgesetzt. Platten nut 1536 Reaktionsge- 
faBen im 2,25-nmi-Raster sind im Konunen, und noch viel 60 
hbhere Dichten sind in Diskussion. 

Die haufig "massiv-parallel" genannte Verarbeitung von 
Proben, beispielsweise in der molekularen Genetik, besteht 
nun einerseits darin, nicht nur mit einer einzigen sole hen 
Mikrotiterplatte zu arbeiten, sondem mit einer groBen An- 65 
zahl solcher Platten parallel. Beispielsweise konnen bei 
gleichzeitiger Behandlung von 120 solcher 384er-Platten in 
einer einzigen PCR-Apparatur mehr als 46 000 DNA-Pro- 



ben gleichzeitig in einer Zeit von etwa 3 Stunden jeweils 
miUiardenfach vervielfaltigt werden. KonunerzieU erhalt- 
lich sind PCR-Automalen, die mit vier Mikrotiterplatten 
parallel arbeiten und die 30 PCR-Zyklen in weniger als drei 
Stunden abarbeiten. Sie lassen sich einfach in Pipettierrobo- 
ter integrieren. Bcim Ubergang zu bereits erhaltlichen 
1536er-Platten wiirden sich im niad-um-die-Uhr-Betrieb 
rund 50 000 Proben taglich verarbeiten lassen. 

Andererseits ist zu erwarten, dafl sich die PCR-Zeit fiir 
eine Vermilliardenfachung mit minialurisierlen Reaktions- 
systemen in naher Zukunft auf weniger als 10 Minuten redu- 
zieren wird, wobei sich durch die Verkleinerung der Reakti- 
onssysteme auf wenige Mikroliter Inhalt mehr als Ikusend 
solcher Reaktionsysteme auf der Flache einer heutigen Mi- 
krotiterplatte unterbringen lassen. Die Einfiihrung der Mi- 
krosystemtechnik kann zu weiterer Verkleinerung filhren. 
Die synchrone Ubertragung aller Proben aus diesen Mikro- 
reaktoren auf MALDI-Tragerplatten wird folgen. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein moglichst einfach 
und in kommerziell hergestellten Pipettierrobotem automa- 
tisiert durchfiihrbares Verfahren zur Amplifikation von 
zweistrangigem Genmaterial zu finden, mit dem sich ausrei- 
chende Men gen fehlerfrei amplifizierter Segmente nur eines 
Stranges des Genmaterials fur die massenspektrometrische 
Analyse herstellen lassen. Das Verfahren soil in einfacher 
Weise in Mikrotiterplatten ausfiihrbar sein, ohne daB in den 
Platten Oberflachenfixierung des Genmaterials und schlecht 
durchflihrbare Waschvorgange erforderlich sind. Es sind 
weitere Aufgabe der Erfindung, die einstrangigen Segmente 
zu stabilisieren und mit einer eingebauter Ladung fiir einen 
hochempfiindlichen lonisierungsprozeB zu versehen. 

Beschreibung der Erfindung 

Die Erfindung wird hier am Beispiel der Amplifikation 
von DNA durch die Polymerase- Kettenreaktion (PGR) dar- 
gestellt, soil aber prinzipiell fiir alle enzymatisch gesteuer- 
ten Amplifikations verfahren von Genmaterial gelten. 

Es ist die Grundidee der Erfindung, zunachst eine Phase 
mit Zyklen einer exponentiellen PCR-Amplifikation der 
DNA-Segmente mit einem ersten Paar von Primem ("Erst- 
Primer") durchzufiihren, dann durch Zugabe eines Zweit- 
Primers im groBen UberschuB und durch Anderung der 
PCR-Bedingungen zu einer Phase mil Zyklen einer im we- 
sendichen linear verlaufcnden PCR-Amplifikation uberzu- 
gehen, in der im wesentlichen nur noch ein ausgesuchter 
Strang der DNA-Segmente weiter vervielfaltigt wird Diese 
Uneare Amplifikation wird solan ^e fortgesetzt, bis der se- 
lektierte EinzelsU^g geniigend UberschuB iiber den ande- 
ren Einzelsurang zeigt, um sich in der nachfolgenden mas- 
senspeklromeuischen Spektrennahme (beispielsweise mit 
MALDI-Ionisierung) geniigend herauszuheben. Dabei kann 
entweder mit nativen Nukleotidtriphosphaten, aber auch 
vorteilhafterweise bereits mit stabilisierenden Modifikatio- 
nen wie Diaza-Verbindungen gearbeitet werden. 

Dieses Verfahren hat den groBen Vorteil, daB er sich in 
kommerziell hergesteUten Pipettierautomaten bisheriger 
Konstruktion mit angeschlossenen PCR-Automaten voll- 
konunen automatisch durchfuhren laBt. Es sind keine kom- 
plizierenden Vorgange wie Oberflachenfixierung und Wa- 
schen, die den Arbeitseigenschalten der Pipeitierroboter ent- 
gegenstehen, erforderlich. Der PCR-Automat wird aller- 
dings zweimal in Anspruch genonunen, einmal fiir die expo- 
nentielle Amplifizierung und einmal fUr die iineare. 

Der im tjberschuB zugegebene Zweit-Primer kann einer 
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der Erst-Primer des urspriinglichen Ersl-Primerpaares sein, 
aber auch ein neuer Zweit-IVimer, dessen Ansatzpunkt zutn 
Inneren des DNA-Segmentes hin verschoben ist ("nested 
primer"). Dadurch wild das linear zu amplifizierende DNA- 
Segment gegeniiber dem ursprilnglich exponentiell verviel- 5 
faltigten Segment verkiirzt, so daB es sich auch massenma- 
Big von den urspriinglich durch die Ent-Primer vervielfal- 
tigten DNA-Segmenten abhebt. 

Das Ablagem aller Primer (Hybridisierung oder englisch 
auch "annealing" genannt) geschieht in der Zyklusphase lO 
niedrigsier Temperatur, etwa zwischen 50 und 60°C. In die- 
ser Zyklusphase konnen entweder die in der Zyklusphase 
des Schraelzens abgetrennten Gegenstrange (unter Rekon- 
slruktion der Doppelhelix) angelagert werden, oder die alten 
Erst-Primer der exponentiellen Vervielfaltigung, oder der 15 
neu im tJberschuB zugegebene Zweit-Primer. Es hangt da- 
bei primar von der Konzentration ab, welche Arten von 
DNA-Stiicken in welchen Prozentzahlen angelagert werden. 
In zweiter Linie spielt auch die GroSe der anzulagemden 
DNA-Stiicke eine Rolle, da sie die Diffusionsgeschwindig- 20 
keit und damit die Geschwindigkeil der Zuwanderung be- 
siimmen. Die groBen DNA-Gegeneinzelstrange sind hier 
per se im Nachteil. Drittens geht die Hybridisierungstempe- 
ratur in die Verhaltnisse der Anlagerung ein, wenn auch nur 
sehr schwach. Hohere Temperaturen erhohen die Diffusi- 25 
onsgeschwindigkeit, verringem aber die Bindungskrafte der 
Wasserstoffbriicken, die die Anlagerung bewirken. 

Der ProzeB der Anlagerung selbst folgt einer Funktion 
( l-e'^'^^*^, wobei t die Zeit bedeutet, und k(T,c) die Reak- 
tionskonstante, die wiederum von der Temperatur T und der 30 
Konzentration c abhangt. Durch Wahl insbesondere der Hy- 
bridisierungsgesamtzeit t (abhSngig von der gewahlten Hy- 
bridisierungstemperatur T) und der Konzentration Czweit des 
Zweit-Primers gegenuber der Konzentration des Erst- 
Primers kann man es eireichen, dafi die Hybridisierung der 35 
ausgewahlten DNA-Strange mit den neuen Zweii-Primem 
zu einem hohen Prozentsatz abgeschlossen warden kann, 
wahrend die Hybridisierung der Gegenstrange mit den alten 
Erst-Primem (und die Hybridisierung mit den Gegenstran- 
gen) nur zu einem verschwindend kleinen Teil erfolgt. Da- 40 
durch werden in der Zyklusphase des Wederaufbaus prak- 
tisch nur die neuen Zweit-Itener erganzL Wiederholi man 
jetzt den Zyklus Schmelzen/Hybridisierung/^A^ederaufbau 
etwa 30mal, so hat der durch den Zweil-Primer erzeuglen 
Einzelstrang eine Konzentration, die etwa 20- bis 25mal so 45 
hoch ist wie die der beiden durch den Erst-Primer erhaltenen 
Strange. 

Man kann dabei auch den EfFekt ausnutzen, daB sich das 
Erst-Primerpaar wahrend der exponentiellen Vervieifalli- 
gungsphase verbraucht, Wahlt man die ursprungliche Kon- 50 
zentration des Erst-Primerpaares nicht sehr hoch, so wird 
dieser Verbrauch merklich, doch vermindert man dabei die 
Effektivitat der PGR sehr stark. Dieses Verfahren ist daher 
kaum zu empfehlen. 

Man kann aber den Erst-Primer fur die Amplifizierung 55 
des nicht erwUnschten Gegenstranges durch einen weitere 
Idee dieser Erfihdung weitgehend unwirksam machen. Dazu 
gibt man, zusanamen mit dem tJberschuB an neuem Zweit- 
Primer, auch einen Blockade-Primer im UberschuB hinzu, 
Dieser kann beispielsweise ein DNA-Gegenstrang des alten 60 
Erst-Primers sein: Es erfolgt dann ganz vorzugsweise eine 
Hybridisierung des Erst-Primers mit seinem Blockade-Pri- 
mer, wodurch die Hybridisierung des unerwiinschten DNA- 
Gegenstrangs wegen der extremen Verarmung an Erst-Pri- 
mem weitgehend unterbleibt. 65 

Dieser Blockade-Primer wird sich auch an den weiter zu 
vervielfaltigen ausgewahlten DNA-EinzeIsU:ang anhybridi- 
sieren. Dieser Vorgang kann, je nach Art und Ausbildung 
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des Endes des Blockade-Primers, die Emeuening des Ge- 
genstranges durch die Polymerase bei Erreichen des Blok- 
kade-Primers stoppen. Normale DNA-Primer werden durch 
die Polymerase beim Wiederaufbau entfernt und vertrieben; 
aber besondere Arten von Primem, beispielsweise solche 
mit einer Amonsaurekette ais Riickgrat, an denen die Basen 
befestigt sind, haften so fest, daB der Wederaufbau hier 
stoppi. Dieser EfFekt kann wiederum in positivem Sinn aus- 
genutzt werden, um den vervielfaltigten Einzelstrang auf 
den wirklich efFektiv massenspektrometrisch zu messenden 
Ttil zu verkurzen. 

Es ist eine weitere Idee der Erfindung, den Zweit-Primer 
mil einer gut ionisierenden Gruppe zu versehen. Als solche 
Gruppe kann eine quatemare Anamoniumgruppe dienen. 
Diese Gruppe ist sehr leicht positiv zu ionisieren. Sie erhoht 
deshalb die MALDI-Ausbeute fOr diese lonen und damit die 
Empfindlichkeit. Da sich diese Empfindlichkeitserhohung 
wiederum nur auf den gewQnschten Einzelstrang bezieht, 
wird die Unterdriickung von Doppelpeaks hierdurch weiter 
unterstutzt. 

Besonders bevorzugte Ausfiihrungsformen 

Das Verfahren wird hier am Beispiel der PCR-Amplifika- 
tion von DNA gezeigt, soil aber nicht auf dieses Verfahren 
oder Material beschrankt sein. Es kann sich beispielsweise 
auch um eine enzymatische Vervielfaltigung von RNA han- 
deln, oder um eine der vielen anderen enzymatischen Am- 
plifikationsmethoden fiir Genmaterial. 

Das Verfahren der DNA-PCR wird insbesondere fur das 
sogenannte "Fingerprinting" eingesetzt, bei dem sogenannte 
Mikrosatelliten variabler Lange oder STR (short tandem re- 
peats) gemessen werden. Deren Lange laBt sich leicht iiber 
eine massenspektrometrische Molekulargewdchlsbestim- 
mung bestimmen. Als Primer werden Kopien aus beidseitig 
anschlieBenden DNA-Regionen geringer Variabilitat be- 
nutzt. 

In einem besonders bevorzugten Verfahren werden zu- 
nachst in iiblicher Weise aus der ausgelosten DNA einer 
Bioprobe mit mindestens 10 bis hochstens 1000 Zellen (bei- 
spielsweise etwa 100 Zellen aus einer Haarwurzel) durch je- 
weilige Verdoppelung in 26 PCR-Zyklen etwa 600 Millio- 
nen bis 60Milliarden DNA-Segmente gebildet, das ent- 
spricht etwa 10 bis 1000 Femtomol an DNA-Segmenten. 
Die Primer haben normalerweise Langen von etwa 20 Ba- 
sen. Es werden zur spateren Stabilisierung wahrend der 
MALDI-Ionisierung Diaza-Nukleotidtriphosphate benutzt. 

Nach diesen 26 Zyklen wird der Losung direkt nach dem 
Schmelzen bei 90°C, in der sich die DNA mSgUchst noch 
bei boher Temperatur (zwischen 90 und 70'*C) im Einzel- 
strangzustand befindet, der Zweit-Primer zugegeben. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist der 
Zweit-Primer nicht mit einem der Erst-Primer identisch. 
Sein Startpunkt ist um etwa 4 Basen verschoben und er ist 
auf etwa 10 Basen Lange ve±ur2t. Dadurch wird einerseits 
das durch ihn erzeugte Produkt um etwa 1000 atomare Mas- 
seneinheiten leichter (und dadurch im Massenspektrum 
deudich erkennbar), und andererseits die Hybridisierungs- 
geschwindigkeit betrachtlich erhoht. Zusammen mit einem 
etwa 10-fachen KonzentrationsiiberschuB uber die Erst-Pri- 
mer kann so erreicht werden, daB nach einer beschrankten 
Hybridisierungszeit 95 Prozent der DNA-Scgmente mit dem 
Zweit-Primer und nur 5 Prozent mit dem Erst-Primer hybri- 
disiert werden. Dadurch werden 95 Prozent der gewunsch- 
ten Einzelstrange erzeugt, gemessen an den schon gebilde- 
ten DNA-Segmenten. In den nachfolgenden Zyklen findet 
durch die 5-prozendge exponendeUe Erhohung beider 
Strange noch ein leichtes Wachstum beider Strange statt, je- 
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desmal weiden aber 95 Prozent Einzelstxange der erwunsch- 
ten Art erzeugt. 

Die lonisiemngswahrscheinlichkeit im MALDI-ProzeB 
kann dabei fiir den gewiinschten Einzelstrang noch erhdht 
werden» indem dem Zweit-Primer eine chemische Gruppe 5 
mil einer posidven Ladung ("chaige tag") angehangl wirid, 
wie in PCTT/GB 96/00476 beschrieben, beispielsweise eine 
quatemare Ammonium-Gruppe. 

Der Zweit-Primer kann natiirlich auch mil einem der bei- 
den Erst-Primer identisch sein. Es entsteht dann iirnner noch lO 
ein Doppelpeak, aber der Peak des gewunschien Einzel- 
strangs ist betrachtlich hoher. Der andere Peak erscheint nur 
noch als eine Art Auslaufer des Hauptpeaks. 

Der leichte exponentielle Anstieg der Konzentration bei- 
der Einzelstrange kann dadurch wirksam unterdnickt wer- IS 
den, daB ein Blockade-Primer zugegeben wird, der einen 
Gegenstrang zu dem nicht mehr benotigten Erst-Primer bil- 
det. Dieser im tJberschuB zugegebene DNA-Strang hybridi- 
siert mil dem Erst-Primer und blockiert ihn; er kann dann 
nicht mehr mil den vervielfaltigten DNA-Segmenten hybri- 20 
disieren. Dieser Blockade-Primer hybridisiert aber auch an 
das Ende derjenigen Einzelstrange an, die zur Herstellung 
der gewiinschten Einzelstrange fur die massenspektrometri- 
sche Analyse dienen. Wenn es sich um einen besonders fest 
haftenden Blockade-Primer handelt, kann dadurch der Wie- 25 
deraufbau der gewiinschten Einzelsurange am Beginn dieses 
Primers gestoppt werden. Ein sole her sehr fest haftender 
Blockade-Primer kann beispielsweise als Aminosauiekette 
als RCickgrat mil entsprechend angebauten Basen hetgestellt 
werden. Dieser Blockade-Primer wird nicht mehr von der 30 
Polymerase entfemt und es findel auch keine Verbindung 
zwischen dem wiederaufgebauten DNA-Strang und dem 
Blockade-Primer statt. Die so fiir die massenspektrometri- 
sche Analyse erzeugten Einzelstrange sind also um diesen 
Blockade-Primer kiirzer: ein erwunschter Efifekt fur die 35 
Massenspektrometrie, bei der die zu analysierenden DNA- 
Stiicke ja so kurz wie moglich sein soilen. Die Lange des 
Blockade-Primers interessiert in diesem Zusammenhang 
nicht, sie ist genau bekannt. 

Das beschriebene Verfahren kann natiirlich vielfalug vari- 40 
iert werd«i. So kann - wie jedem Fachmann auf diesem Ge- 
biet bekannt - auch anderes Genmaterial (beispielsweise 
RNA) enzymatisch vervielf aldgt und es konnen auch andere 
enzymatische Amplifikationsmethoden angewandt werden. 
Das hier wiedergegebenc Prinzip laBl sich bei alien diesen 45 
Amplifikationsmethoden anwenden. 

Paten tanspriiche 

1. Verfahren fiir eine selektive, enzymatische Verviel- 50 
faltigung von doppelstrangigem Genmaterial (nach der 
Art der PGR fiir DNA-Proben) fiir die massenspektro- 
metrische Analyse, wobei die Selektivitat durch Paare 
von Erst-Primem bestinmit wird, dadurch gekenn- 
zeichnet, 55 
daB in einem ersten Schritt die durch Paare von Erst- 
Primem ausgewahlten Abschnitte bei der Strange des 
Genmaterials enzymatisch exponendell vervielfaldgt 
werden, 

daB in einem zweiten Schritt paarlose Zweit-Primer zu- 60 
gegeben werden, die jeweils nur einen Strang der zwei 
zueinandergehorigen DNA-Abschnitte hybridisieren, 
in einer Konzentration, die wesentlich iiber der der 
Frst-Primer liegt, so 

daB im dritten Schritt bei der Fortfiihrung der Ampli fi- 65 
kations-Zyklen im wesentlichen nur noch eine lineare, 
einstrangige Vervietfaldgung der durch die Zweit-Pri- 
mer ausgewahlten Einzelstrange stattfindet. 
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2. Verfahren nach Anspnich 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB fQr die Amplifikadons-Zyklen mit dem Zweit- 
Primer die Hybridisieningsbedingungen (Temperatur, 
Zeit, Konzent^adon) so gewahlt werden, daB bevorzugt 
nur die Zweit-Primer zur Hybridisierung gelangen. 

3. VcrfahrKi nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB der Zweit-Primer 
mit einem der Erst-Primer eines Paares idendsch ist. 

4. Verfehren nach einem der Anspruche I oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Zweit-Primer mit einem 
d^ Erst-Primer teilidentisch, aber wesentlich kiirzer 
ist, so daB die Geschwindigkeii der Hybridisierung mit 
diesem Zweit-Primer erhohl wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Zweit-Primer nicht mit 
einem der Erst-Primer idendsch ist, sondem durch Ver- 
schiebung des Startpunkt ins Innere der bisher erzeug- 
ten Genmaterial-Segmente einen kiirzeren Gegen- 
strang eizeugt, der sich massenspektrometrisch gut von 
dem Doppelpeak der Genmaterial-Segmente des Erst- 
Primers unterscheidet. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB fiir die Amplifizie- 
rung modifizierte Nukleoddtriphosphate benutzt wer- 
den, wobei die Modifizierungen der Stabilierung der 
Basai im spateren MALDI-ProzeB dienen, wie bei- 
spielsweise Diaza-Verbindungen. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich zum 
Zweit-Primer auch ein Blockade-Primer zugegeben 
wird, der bevorzugt mit den unerwunschten Erst-Pri- 
mem hybridisiert und diese von weiterer Teilnahme an 
den Amplifikadonen ausschlieBt 

8. Verfahren nach Anspnich 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Blockade-Primer dazu benutzt wird, durch 
besonders feste Haftung bei der Hybridisierung an den 
linear zu vervielf aldgenden Genmaierial-Segmenten 
diese zu verkiirzen. 



